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MEMORIA DESCRIPTIVA 

M6todo para la estfmulacion del creclmiento y resistencia a enfermedades en 
organlsmos acudticos. 

La invencion esta relacionada con la aplicacion de la sintesis qui'mica para incrementar la 
eficiencia del creclmiento de peces y crustaceos de valor comercial. La sfntesis de 
peptides anSlogos del tipo Leu-encefalina y Met-encefalina ha sido reportada y se ha 
demostrado su capacidad de estimular la liberacion de la hormona de crecimiento en 
mamiferos y aves (Bowers C, Momany, G. Reynolds G and A. Hong. 1984. 
Endocrinology. 114: 1537-45). 

Estudios para entender la relacion estructura-actividad de peptides liberadores de la 
hormona de creclmiento han sido desan-ollados en mamiferos y aves, Identific^ndose 
que el hexamero GHRP-6 (His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NHa). es extremadamente 
potente y seguro para provocar la liberacion de la honnona de crecimiento. Incluso en el 
hombre (Bowers C, Momany. G, Reynolds G and A. Hong. 1984. Endocrinology .114: 
1537-45). sin embargo no existen reportes prevlos del uso de este compuesto en 
organlsmos acuaticos. 

Teniendo en cuenta que no existen evidencias en crustaceos. hasta el presente. de que 
exista una cascada de seffales que Inten/lenen en la estlmulacl6n del creclmiento 
(hipotalamo-hlp6fisis-6rgano bianco), se muestra por primera vez. que el peptide GHRP- 
6, por si solo es capaz de ejercer una funcl6n blol6glca similar en crustaceos. 

La acuicultura es domlnada por la produccion de peces de agua dulce; sin embargo 
desde la pasada d§cada se ha incrementado el aporte de algas marinas, moluscos y 
crustaceos a la produccion global de la acuicultura. Una mejor comprension de la 
gen^tica, reproduccidn. nutriclon y fislologia del organismo seleccionado es el primer 
peso para contribuir en su desarrollo productive (Gbmez-Chiam M, Smith GJ, de la 
Fuente J and Powers DA. 1998. In de la Fuente J and Castro FO, editors. Gene transfer 
In aquatic organisms. Austin. Texas: RG Landes Company and Germany: Springer 
Vertag; p. 107-125). 

El conocimiento de las caracterfsticas moleculares de las honnonas con influencia en el 
crecimiento de especies marinas de importancia economica puede ser utilizado para 
alcanzar un mejor comportamiento productive de estas especies en cultivo. 
Como ejempio de lo anteriormente expresado se puede mencionar el uso de la hormona 
liberadora de la gonadotroplna (GnRH) y un antagonlsta del receptor de la dopamlna 
utilizado por Silverstein y colaboradores en 1999 (Silverstein JT.. Bosworth BG. and 



Wolters WR. 1999. Journal of the Worid Aquaculture Society. Vol. 30, No.2, June, 263 - 
268), para regular e inducir la reproducci6n en pez gato {Ictalanis punctatus), especie de 
gran importancia econ6mica en la acuicultura mundial. 

Otro resultado interesante de la utilizacion de peptides sinteticos para el aumento de la 
productividad en animates de granja, fue lo reportado por Hashizune y coiaboradores en 
1997 (Hashizume T., Sasaki M., Tauchi S. and Masuda H. 1997. Animal Science and 
Technology. Vol. 68, No.3, March, 247-256) cuando demostraron la induccion de la 
hormona de creclmiento en cabras por la aplicaci6n de inyecciones con un nuevo peptide 
sint^tico liberador de la hormona de crecimlento. 

El suministro de honnonas como la insulina ha sido ensayada tambieri en peces de 
forma oral demostr^indose que produce cambios en senates de receptores y hormonas 
que intervlenen en la adaptaci6n de las carpas a diferentes temperatura (Vera Ml., 
Romero F., Figueroa J., Amthauer R., Leon G., Villanueva. and Krauskopf M. 1993. 
Comp. Biochem. Physiol. V0I.IO6A, No.4, 677-682) 

En mamfferos tambi^n se han estudiado otras variantes sint6ticas de p6ptido liberador 
de honnona de creclmiento, como el reportado en 1995 por Patchett y coiaboradores con 
el p6ptido MK-0677, designado como potente activador oral de la hormona de 
creclmiento en pen^os, sin provocar efectos en los niveles de tirosina y prolactina 
despu6s de su aplicacl6n (Patchett AA., Naigund RP., Tata JR.. Chen MH., Barakat KJ., 
Johnston DBR., Cheng K.. Chan WWS., Butler B., Hickey G., Jacks T.. Schteim K., Pong 
88., Chaung LYP., Chen HY., Frazler E., Leung KH., Chiu 8HL. and Smith RG. 1995. 
Proc. Natl. Acad. 8ci. USA. Vol.92, 7001-7005) 

Tambten se han ensayado hormonas liberadoras de la honnona de crecimlento en vacas 
con fines de incremento de la producci6n de leche, ya que el aumento de los niveles 
circuiantes de GH, estimula entre otras cosas la producci6n de leche (Soliman EB., 
Hashizume T., Ohashi 8. and Kanematsu S. 1997. Domestic animal endocrinology. 
Vol.14(1). 39-46) 

En peces no existen reportes anteriores de la utillzacl6n del peptide GHRP-6, por lo que 
su utilizacl6n para estimular crecimlento. aumenter sobrevida, aumentar la reslstencia a 
agentes patdgenos que se reportan en este documento constituyen una gran solucl6n 
para la potenciacidn y aumento de la productividad del cultivo de organlsmos acuiticos. 

Aunque se han dado pasos de avance en la domesticacidn y cruzamiento gen§tlco de 
algunas especles de camarones como son Penaeus Japonicus y Utopenaeus vannamei, 
no ha existido un progreso suficiente. por ia falta de comprensidn de los procesos 
gen6tlcos y bloqulmlcos de estas especles (Benzie. J.A.H., 1998. Penaeid genetics and 




biotechnology. Aquaculture 164, 23-47; FjalestadI, K.T., Carr. W.H., Lotz, J.L., Sweeney. 
J.N.. 1999. Aquaculture 173, 10), por lo que una de las aplicaciones con mayor 
importancia en los camarones peneldos podria ser la ingenierfa genetica enfocada al 
mejoramiento del creclmiento y al aumento de su resistencia a agentes pat6genos 
(Bachere. E., Miaihe, E., Noel, D.. Boulo,. V., Morvan. A., Rodriguez, J. (1995) 
Aquaculture. 1 32, 1 7-32). 

Se concierne en esta invenclon que el peptide GHRP-6 es capaz por si solo de estimular 
el crecimiento, mejorar la calidad de las larvas, aumentar las defensas contra agentes 
pat6genos, aumentar el peso seco, concentracidn de protefnas y ARN en el musculo de 
peces, crustdceos y moluscos . 

Ventajas de la solucion propuesta 

En la presente invenclon se presenta por primera vez la utilizacion del peptide GHRP-6 
para la estimulacion del crecimiento y la resistencia a agentes patogenos y otras 
enfermedades. Se demuestra ademas que el secretagogo GHRP-6 por si solo estimula 
el crecimiento en peces y .crustaceps mediante la inyecci6n, por la via oral o por 
inmersi6n. Se demuestra ademas su efecto en la defensa contra agentes patogenos, el 
Incremento del peso seco en el mOsculo de los organismos acuaticos tratados, el 
aumento de la concentracidn de protefnas y ARN en el tejido y el mantenimiento de los 
eritrocitos como demostraci6n de su inoculdad en tilapia. 

Breve Descripcion de las Figuras 

Figura 1, Niveles de GH en suero y de ARN mensajero de IGF-I enhfgado de tilapias 
juveniles inyectadas con el secretagogo GHRP-6. Cada grupo de tres animates fue 
inyectado intraperitonealmente. Muestras de suero y hfgado fueron tomadas a los 15, 30, 
60 y 360 minutes despu§s de la inyeccion. Muestras de suero fueron tomadas de cada 
animal antes de la inyecci6n. * diferencia significative sobre el grupo control (p < 0.001 
ANOVA, Duncan test). tiGH: Honnona de crecimiento de tilapia. Las barras indican el 
en^or estandar. 

Figura 2. Crecimiento neto y especffico de las tilapias tratadas con el peptido GHRP-6 
por via intraperitoneal y un grupo control durante tres semanas, * t-test p = 0.029. Las 
barras indican la variaci6n en el peso ± el error estSndar (ES) y los triangulos la 
velocidad especfffca de crecimiento de ambos grupos. 

Figura 3. Crecimiento neto y especifico de las tilapias tratadas con el peptido GHRP-6 
por via oral en soluci6n acuosa y su gmpo control. La duraci6n del experiment© fue de 
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tres semanas. * t-test p = 0.015. Las barras indican la variacion en el peso (±ES) y los 
tri^ngulos la velocidad especffica de creclmiento de ambos grupos (+ES) 
FIgura 4. Creclmiento neto y especffico de las tilapias tratadas con el peptide GHRP-6 
encapsulado por vfa oral y su grupo control. La duracl6n del experiment© fue de tres 
semanas. * t-test p = 0.05, ** t-test p=0.007. Las barras Indican la varlacidn en el peso 
(±ES) y los triSngulos la velocidad especffica de creclmiento de ambos grupos (±ES) 
Figure 5. Experimento de crecimfento en camarones Litopenaeus schmitti tratados con el 
peptide GHRP-6. A: Perfll de aumento del peso en miligramos de los camarones en los 
tres grupos tratados con el p6ptido y el grupo control. B: Perfil de aumento del largo en 
miifmetros de los camarones en los tres grupos tratados con el p6ptldo y el gmpo control. 
C: Distribuci6n de la frecuencia absoluta de las ramlficaciones branqulales de tres 
grupos tratados con el peptide y el grupo control. D: Distribuci6n de la frecuencia 
absoluta de las modificaciones rostrales de tres grupos tratados con el p6pt!do y el 
grupo control. 

I, II ,111: Grupos tratados con diferentes concentraciones de peptide. 
Control Grpo tratado con BSA. 

*** p<0.001. Las barras indican la variacibn en el peso (±DS). ANOVA seguido por un 
DUNCAN en el caso de la talla y el peso. Kolmogorov-Smmirnov en las ramificciones 
branqulales y modificaciones rostrales. 

FIgura. 6 Perfil del peso seco en animales tratados con el peptide y controles. *** t-test 
p<0.001 . Las banras Indican la variacldn en el peso (±DS). 

FIgura. 7 Relaclones entre RNA. Protefna y DNA. Como se observa en la figure hay 
diferencias signtficatlvas lo que dice de la hipertrofia de estos par^metros en los 
animales tratados con peptide.*** t-test p<0.001. Las barres indican la variacl6n en el 
peso (±DS). 

FIgura 8. Crecimiento neto en condiciones de producci6n de camarones tratadas con 
banos de inmersi6n con el p6ptido GHRP-6 en su estadio larval y el grupo control con 
BSA. La duracidn del experimento fue de seis semanas. *•* t-test p<0.001. Las barras 
indican la variaci6n en el peso (±DS). 

Descrlpci6n detallada de la Invencidn 

Para demostrar la estimulacl6n del creclmiento, en oi^ianlsmos acu^cos, m6s 
especfflcamente en peces, crust^ceos y moluscos, empleando solamente el hexap6ptido 
GHRP-6 "Growth hormone release peptide" de secuencia: Hls-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys- 
NH2, primeramente se demostrd que en peces era capaz de efectuar una actlvidad 
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biologica similar a la mostrada en mamfferos y aves (Bowers C, Momany, G, Reynolds G 
and A. Hong. 1984. Endocrinology . 114: 1537-45). 

Para ello se suministraron inyecciones del peptido a tilapias juveniles y se obtuvieron 
muestras de suero e hfgado de las mismas a diferentes tiempos, demostrandose como al 
igual que en mamfferos y aves, despues de la inyeccion del peptido aumentan los niveles 
circulantes de la hormona de crecimiento en suero a los 15 minutos y media hora 
despues se obsen/6 un aumento del ARN mensajero del IGF-I en hfgado (Ejempio 1). 

Teniendo en cuenta que no existen evidencias hasta el presente, de que la cascada de 
las sefiales que intervienen en la estimulacion del crecimiento, hipotalamo-hipofisis- 
organo bianco (hfgado), se conserve exactamente igual en los organismos acuaticos que 
en mamfferos y aves, se muestra por primera vez que el peptido GHRP-6 por si solo y 
administrado por diferentes vfas es capaz de ejercer su actividad en peces. 

Se realizaron experimentos de comparacion del crecimiento en tilapias juveniles, 
administr^ndole a un grupo experimental el GHRP-6 y al grupo control se le administr6 
solucion salina en cada caso en dependencia de la vfa de administracion. Se utilizaron 
tres vfas de administraci6n: a) Inyeccion intraperitoneal; b) Oral; c) Inmersion. 

En los tres casos se observe un incremento significativo del aumento del peso diario de 
las tilapias tratadas con el peptido GHRP-6 en comparacibn con su grupo control en cada 
caso. (Ejempio 2) 

Otro experimento de gran valor para demostrar el efecto del p6ptido GHRP-6 en peces 
fue demostrar su aplicabilidad en tilapias de 1 mg de peso por vfa de la inmersion y 
estudiar el efecto que este provocaba en la defensa contra los patogenos y en la calidad 
de su musculo (Ejempio 3) 

Los resultados muestran que el grupo de tilapias tratadas con el peptido incrementd 
significativamente su peso. mostr6 menor fndice de intensidad y extensidn de la invasion 
de agentes patogenos que el grupo control y present© menor contenido de agua en su 
miisculo asf como mayor concentracion de protefnas lo que sugiere que el aumento de 
peso provocado por el peptido induce un aumento de la sfntesis proteica y no un 
aumento del contenido de agua en su musculo 

El secretagogo GHRP-6 tambien fue ensayado en camarones Litopenaeus scmltti, 
demostrandose que era capaz por si solo de estlmular el crecimiento en crustaceos a 
partir de su aplicacion por varias tres vfas de administracibn: a) Inyeccion intramuscular; 
b) Oral; c) Inmersion (Ejempio 4). 
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El secretagogo GHRP-6 fue ensayado en camarones Litopenaeus schmifti, 
demostrSndose que era capaz de estlmular el crecimiento en camarones a partir de su 
aplicacldn de 4 bafios de Inmersidn, en diferentes estadios iarvales. Al terminar el cicio 
de cultlvo de las larvas en un centro de desove, los grupos tratados con dosis similares a 
tilapia presentaban una mayor calidad. Esto estaba evidenciado en un incremento en 
peso, incremento en la talla, un mayor niimero de pares de ramificaclones branqulales y 
modlficaciones rostrales, un menor contenido de agua en el mOsculo de los animates y 
mayor concentraci6n de ARN protelna en el musculo lo que evidencio una mayor 
activldad metab6lica. 

Las larvas tratadas con el p6ptido y el control fueron sembradas en estanques de tierra 
para ver su comportamlento productive. El dfa de la cosecha de los estanques los 
animates tratados con el p6ptido mantuvieron el incremento del peso, de la talla y una 
mayor homogeneidad en el peso y la talla en este grupo al compararlos con el control. 
(Ejempio 5) 

El secretagogo GHRP-6 fue ensayado en camarones Litopenaeus schmitO, 
demostrdndose que es capaz de estlmular el crecimiento en camarones mediante la 
inyecci6n intramuscular, en camarones adulos. Al concluir los 15 dias del experimento el 
p6ptido inyectado estimul6 el crecimiento de los individuos entre un 100 - 150 % respecto 
al control. Con diferencias significativas (p<0.001). 

(Ejempio 6 y 6.1) 

El secretagogo GHRPt6 fue ensayado en camarones Utopenaeus schmitti, 
demostr^ndose que es capaz de estlmular el crecimiento en camarones por via oral, en 
larvas de camarbn. El peptide GHRP-6 incluido en la dieta increment6 el crecimiento de 
los camarones entre un 30 - 40 % respecto al control. Con diferencias altamente 
significativas (p<0.001). El secretagogo GHRP-6 bioencapsulado en Artemia salina 
incrementd el crecimiento de los individuos entre un 30 y un 40 % respecto al control. 
Con diferencias altamente significativas (p<0.001). 

EJEMPLOS DE REALIZAC|6n 

Ejempio 1 . Demostra ci6n de la actividad biol6aica del GHRP-6 en oeces. 

Se determinaron los nivetes de ARN mensajero del IGF-I en hfgado de tilapias 
inyectadas intraperitonealmente con GHRP-6, asf como se monitore6 los niveles de GH 
en los mimos animales en el tiempo, demostr^ndose que el GHRP-6 era capaz en peces 
de estlmular la presencia de la GH circulante en sangre y como respuesta a esta de 
incrementar los niveles del ARN mensajero del IGF-I despu6s de media hora de la 
inyecci6n del p6ptldo (Figura 1). 
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Quince tilapias de peso promedio 71 ± 28g fueron utilizadas para el experimento. El 
peptide GHRP-6 fue inyectado a una concentracion de 0,1 |ag/gbw (microgramos de 
peptide por gramo de peso del animal). Las muestras de hfgado y sangre se colectaron 
antes del tratamiento y 15. 30, 60 y 360 minutos despues de la inyeccion del p6ptido (se 
utilizaron tres animales en cada tiempo). El suero y la sangre fueron congelados y 
guardados a -70°C hasta que se fueron utilizados para el ELISA para la cuantificacion 
de la GH circulante o para la extraccibn del ARN mensajero en el caso del hfgado para la 
cuantificacian por Southern blot de los niveles de IGF-I. 

El ARN total del higado de las tilapias utilizadas en el experimento fue purificado segun 
el protocolo descrito por Chomczvnski v Sacchi . 20 ^ig de ARN total fueron aplicados y 
corridos en un gel de agarosa - formaldehido del 1%. finalmente fueron transferidos a 
una membrana de Nylon (Hybond N. Amersham UK) y hibridadas con una sonda 
marcada correspondiente al ADN complementario del IGF-I de tilapia fe) y seguidamente 
re-hibridado con una sonda del gen humano de la gliceraldehido 3 fosfato dehidrogenesa 
(GADPH, gentilmente donado por el Dr. Bryan Williams, Cleveland Foundation. OH, 
USA), para la normallzacidn de las sefiales. 

Las senales de la hibridacidn fueron cuantificadas a partir del procesamiento digital de la 
imagen de la radiograffa, utilizando el "Hewlett Packard ScanJet Plus scanner". Las 
im^genes fueron procesadas con el programa de computaci6n "Bandleader". 

Los niveles de GH en el suero de las tilapias inyectadas fueron medidos por un ELISA, 
utilizando dos anticuerpos monoclonoles contra la tiGH (Munoz y cols, en preparacion). 

Eiemplo 2. Experimento de crecimiento en tilapias juveniles tratadas con GHRP-6 

2.1 Aceleraci6n del crecimiento en tilapias tratadas con GHRP-6 por vfa intraperitoneal 
(ip) 

El p6ptido GHRP-6 (BACHEM, Suiza) fue diluido en soluci6n tamp6n de fosfato de sodio 
(PBS) e inyectado dos veces a la semana durante tres semanas a 0.1 \xg de pdptido/ g 
de peso hOmedo de cada pez (gbw). El p6ptido fue aplicado a un grupo de 8 tilapias 
machos con peso promedio de 61.41 ± 14.36 g y se utiliz6 un grupo control de 7 tilapias 
machos con peso promedio de 61.58 ± 29.67g el cual recibi6 PBS. Se midid el peso 
promedio cada semana (Figura 1). Todos los animales del experimento fueron marcados 
con microchips (Stoelting Co. Wood Dale, E.U.). 

2.2 Aceleracidn del crecimiento en tilapias tratadas con GHRP-6 por via oral 

Para la administracibn por vfa oral del p6ptido GHRP-6 se realizaron dos experimentos. 
El primero administrando el peptide en forma Ifquida disuelto en PBS y el segundo 



administrando el peptide en forma de pequefias perlas encapsulado en alginate de calcio 
segun el protocolo previamente publicado por Knorr y colaboradores en 1988. (Figuras 2 
y 3 respectivamente) En ambos experimentos se utilizaron gmpos controles a los cuales 
se le administro soiucion salina y en todos los casos se utilizaron tilaplas entubadas 
hasta la cavidad farfngea. 

2.2.1 Peptide en soiucion acuosa 

El peptido GHRP-6 (BACHEM. Suiza) fue diluido en PBS y administrado via oral a trav§s 
de un tubo plastlcx) hasta la cavidad faringea a un grupo de 7 tilapias machos que tenian 
un peso promedio de 84.66 ± 12.2 g. Se tomo un grupo control de 7 tilapias machos con 
peso promedio de 86.38 ± 6.26g. al cual se le suministro PBS en las mimas condiciones 
que al grupo tratado con el pfeptido. El tratamiento se realize dos veces por semana. 
durante tres semanas, administrandole una dosis de 0.1 |ag de peptido/g de peso 
humedo de cada pez (gbw) Se midio el peso promedio cada semana (Figura 2). Todos 
los animates del experimento fueron marcados con microchips (Stoelting Co. Wood Dale, 
E.U.). 

2.2.2 Peptido encapsulado 

Para la encapsulaci6n del peptide se obtuvieron las cSpsulas segun le reportado por 
Knorr y colaboradores en 1988. El hexapeptido encapsulado fue administrado a trav6s 
de un tubo pl^stico a la cavidad farmgea a siete tilapias con un peso promedio de 89.09 
± 8.38g. Perlas de pelfmere sin el peptido GHRP-6 fueron suministrados por la misma vfa 
a) grupo control consistente en siete tilapias machos de peso promedio de 89.86 ± 
13.54g. El tratamiento se realiz6 dos veces por semana durante tres semanas 
administrando en cada ocasi6n 0.1 jxg/gbw. 

Eiempio 3. Estimulaci6n del crecimlento en tilapias (Oreochromis so) mediante el peptide 
GHRP-6 via inmersion 

Se realiz6 la evaluacion del crecimiento en tilapia Oreochromis sp. de 1 .5g utilizando el 
peptide GHRP-6 en dosis de 10 mg/IOOmI y de 100 mg/IOOml, tambi6n se determln6 el 
valor de hematocrito para tener una idea sobre el estado de la biequfmica sangufnea en 
los animates tratados con respecto a los controles. 

En este mismo experimento se estudio la presencia de Trichedinicos y helmintes 
mongeneos en los animates utilizados en el ensaye, para observar y comparar la 
intensidad y la extension de la invasion de estos agentes pat6genos en los grupes 
tratados. 




Por ultimo se realize un estudio de la concentracion de protefna y del porciento de 
humedad en el miisculo de las tilaplas estudiadas. 

Tres grupos con tres replicas de 15 animates de un mismo desove. con un promedio de 
peso inicial de 1g fueron escogidos para el ensayo, para lo cual se utllizaron 9 tanques 
de 40L Todos los animates se trataron con el peptide via inmersion una vez por semana 
durante 15 minutos por 45 dias y el gmpo control recibio la misma manipulacion y la 
inmersion se les realize en solucion salina. 

Los grupos y tratamientos se distribuyeron de la siguiente forma: 

Grupo 1 1 0 |ig/1 00ml (Tratamiento 1 ) 

Grupo 2 1 00 ^ig /1 00ml (Tratamfento 2) 

Gmpo 3 Control negative (Solucion salina) 

Tabia 1. Estudio del peso. Experimento de Inmersi6n con el peptide GHRP-6 en tilaplas 
de 1g de peso en un perfodo de 45 dfas. 



Tratamientos 


n 


Media del peso (g) 
+ DS 


Comparacion 
entre grupos 


Diferencia 


Grupo 1 
10ug/100 mL 


25 


4.56±1.07 


l-ll 


0.01454 


Grupo II 
100ng/100 mL 


25 


4.54±1.38 


ll-lll 


1.07177* 


Grupo III 
Solucion salina 


25 


3.47±1.52 


lll-l 


1.08632* 



*Diferencia significative estadisticamente, Se le aplicd ei test de ranges multiples a las muestras 



TabIa 2. Estudio de los valores del Hematocrite. Experimento de inmersi6n con el peptide 
GHRP-6 en tilaplas de 1g de peso en un perfodo de 45 dias. 



Tratamientos 


n 


Media del 
hematocrito ± DS 


Comparaci6n 
entre grupos 


Comparacion 
estadistica 


Grupo 1. 
10ng/100mL 


15 


27.46±4.53 


i-ll 


(2.4)* 


Grupo II 
lOOng/IOOmL 


15 


25.06±5.25 


ll-lll 


(1.0)* 


Grupo Hi 
Solucidn salina 


15 


26.46±4.08 


lll-l 


(1.4)* 
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*No hay diferencias significativas entre los grupos, Se le aplico el test de mngos multiples 
a las muestras 



labia 3. Resultados de la intensidad de la invasion (I) y la extension dela invasion (E) en 
los organismos tratados. para el protozoo cutaneo Trichodina sp._Experimento de 
inmersidn con el peptido GHRP-^ en tilapias de 1g de peso en un penodo de 45 dias. 



Tratamiento 


n 


1^ 


E (%)" 


Comparacl6n 
entre grupos 


Comparaci6n 
estadfstica 


Grupo 1. 
10ug/100 mL 


25 


7.73 


100 


Ml 


(4.42) 


Grupo II 
100ug/100 mL 


25 


2.80 


84.6 


ll-lll 


(5.84)* 


Grupo ill 
Solucion salina 


25 


8.76 


92.30 


lil-l 


(1.42) 



Intensidad de la invasidn 

Extensidn de la invasidn 
*Diferencia significativa estadfsticamente, Se le aplicd el test de ranges mOltiples a las muestras 
Tabia 4. Resultados de la intensidad de la invasi6n (I) y la extensi6n de la invasidn (E) en 
los organismos tratados segOn los valores del conteo de Helmintos monogeneos 
encontrados en las branquias de cada pez. Experimento de inmersion con el p§ptido 
GHRP-6 en tilapias de 1g de peso en un perfodo de 45 dfas. 



Tratamiento 


n 


1^ 


E (%)" 


Comparaclon 
entre grupos 


Comparacldn 
estadfstica 


Grupo 1. 
IOug/100 mL 


25 


0.39 


34.7 


l-il 


(0.304) 


Grupo II 
100ug/100 mL 


25 


0.66 


50 


ll-lll 


(0.521) 


Grupo III 
Soluci6n salina 


25 


1.07 


46 


lli-l 


(0.826)* 



*Diferencia significativa estadisticamente, Se le aplico el test de ranges multiples a las 
muestras 



TabIa 5. Valores del porciento de humedad en el tejido muscular. Experimento de 
inmersion con el peptido GHRP-6 en tilapias de 1g de peso en un perfodo de 45 dfas. 



Tratamiento 


n 


Media de la humedad ± 

DE (%) 


Comparacion 
entre grupos 


Comparacion 
estadfstica 


Grupo 1. 
IOug/100 mL 


24 


82.96+3.63 


Ml 


(0.791) 


Grupo II 
lOOug /100 mL 


24 


83.5±3.31 


IMII 


(2.666)* 


Grupo III 
Soiucion salina 


24 


86.42±3.23 


MM 


(3.458) 
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*Dfferencia significatlva estadisticamente. Se le apUco el test de rangos mQltiples a las muestras. 
DE: desviacidn est^ndan 



Tabia 6. Valores de la concentraci6n de protefnas en el tejido muscular. Experimento de 
inmersidn con el p6ptido GHRP-6 en tilaplas de 1g de peso en un perfodo de 45 dfas 



Tratamiento 



Media de la concentracion 
de protefnas + DE 



Comparacidn 
entre grupos 



Comparaci6n 
estadfstica 



Grupo I. 
10 7100 mL 



23 



6.10 



I- 



(1.160)* 



Grupo II 
lOOug/IOOmL 



23 



4.94 



INI! 



(1.38)* 



Grupo III 
Solucion salina 



23 



3.55 



(2.64)* 



*Dfferencla sign'rficativa estadfsticamente. Se le aplicd el test de rangos mOltlples a las muestras. 
DE: desviacidn estdndar. 



Elemolo 4. Experim ento de crecimfento en camarones Litooenaeus schmitti dot baftos de 
Inmersion con el pfeotido GHRP-6. 

Se tomaron cuatro grupos de larvas camarones se les aplicaron cuatro bafios de 
inmersian. uno cada tres dfas de una hora de duraci6n con dlferentes concentraciones 
del p6ptldo GHRP-6 a tres de ellos y un grupo se tomo como control. Las 
concentraciones del p§ptido utilizadas fueron: 0.001, 0.01 y 0.1 mg/L, en los grupos I. II y 
III respectivamente, al grupo control se le dio la misma frecuencia de bancs de inmersi6n 
con BSA a 1 mg/L. 

Como resultado se observ6 que el grupo tratado con la mayor concentraci6n de p6ptido 
0.1 mg/L. se mejoraba la calidad de las larvas de los camarones Utopenaeus schmitO. 
Esto estaba evidenciado en un incremento en peso del 125-153 %. de un 15-26% de 
incremento en la talla, un mayor nCimero de pares de ramificaciones branquiales y 
modificaciones rostrales para cada pardmetro se realize el test estadfstico 
correspondiente encontr^ndose en todos los casos diferencias altamente significativas 
(Figura 5). Adem^s se encontro que los animates tratados con GHRP-6 presentaban 
menor contenido de agua en el mdsculo y mayores valores de las relaciones RNA/DNA, 
Protefna/DNA, dando idea de lo activado del metabolismo del miiscuio de estas larvas 
(Figura 6 y 7). 

Estos resultados son de gran importancia ya que al acelerar el crecimiento del camaron 
en los estadios iniciaies de su vida, provoca una mayor sobrevida en la fase del cultivo lo 
que es vital para aumentar la productividad de este cmstaceo de tanto valor comercial en 
el mundo. 
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La idea anterior fue corroborada en cx^ndiciones de produccion en un aumento de la 
sobrevlvencia del 20% en los animates tratados con GHRP-6 comparado con sus 
liermanos controles, ademas manteniendose una estimulacion del 115% en el peso y de 
un 37% en la talla, mostrando los animates tratados con el peptide mayor homogeneidad 
en la talla que sus hermanos no tratados refiejandose en que el coeficiente de variaci6n 
de solo 24% y 9% en el peso y la talla respectivamente en animates tratados con el 
peptide a diferencia del 77% y 30% que se observa en el peso y la talla en los animates 
hermanos (Figura. 8). 

Eiempio 5 Estimulacion del crecimiento en camarones mediante la Inveccion 
intramuscular en animates de 15 a 

Las inyecciones de 50 microL del peptide GHRP-6 fueron hechas entre el primer y 
segundo segment© abdominal usando una jeringuilla de insulina. Las inyecciones se 
realizaron 1 vez cada 3 di'as usando 1 microg/g de peso del peptide GHRP-6. El grupo 
control fue inyectado con 1 microg/g de peso de BSA. Se usaron 15 animates por cada 
grupo. El efecto del peptide GHRP-6 fue estimado midiendo la longitud del carapache 
con un pte de rey y pesadas en una pesa de 0.1 g de error. Los animates se ubicaron en 
bolsas de nylon (0.8 cm de luz de malla) con dimensiones de 2 x 2 x 1 (largo x ancho x 
altura) en un estanque de tienB con una salinidad de 30 g L-1, 25 C y fetoperfodo 
natural. El efecto del peptide GHRP-6 fue estimado midiendo la longitud del carapache 
de pie de rey y pesadas en una pesa de 0.1 g de error. 

La GHRP-6 Inyectada a las diferentes concentraciones Increment6 el crecimiento de los 
individuos entre un 100 - 150 % respecto al control. Con diferencias significativas 
(p<0.001). 

Eiempio 6 Estimulaci6n del crecimiento en camarones mediante la inclusi6n en la dieta 

El peptide GHRP-6 fue incluido en una dieta para pestlarvas de crust^ceos al 1%. El 
peptide GHRP-6 incluido en la dieta fue microencapsulado por un metodo de 
coacervaci6n compleja (Knerr D. and M.Daly. (1988). Process Biochemistry; 48-50), 
Posteriormente se allmentaron pestlarvas de Litopenaeus schmitti con la dieta 
mencionada, asf como un control con BSA incluido en el pienso. El efecto de tlGH fue 
estimado midiendo la longitud del carapache de las larvas y pestlarvas con un 
micrdmetre 6ptico y pesadas en una pesa de 0.1 mg de error. 

El peptide GHRP-6 incluido en la dieta incremento el crecimiento de los camarones entre 
un 30 - 40 % respecto al control. Con diferencias altamente significativas (p<0.001). 

6.1 . Encapsulacion en artemia 
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El peptide GHRP-6 fue bioencapsulada en Artemia con las que fueron alimentadas las 
postlarvas de Utopenaeus schmitti y Litopenaeus vanameL Para bioencapsular el peptide 
GHRP-6 en la Artemia salina, se le adiciono a una concentracion de 10 mg/L durante 1 
hora y se cosecharon y lavaron. Posteriormente se alimentaron las postlarvas de 
Utopenaeus schmitti con esta Artemia cuatro veces al dfa durante un mes de 
experimentacidn. El grupo control fue alimentado con Artremia saline con BSA 
bioencapsulada. El efecto del peptide GHRP-6 fue estimado midiendo la longitud del 
carapacho de las larvas y postlarvas con un micrometro 6ptico y pesadas en una pesa de 
0.01 mg de enror. 

El peptide GHRP-6 bioencapsulado en Artemia salina incrementd el crecimiento de los 
individues entre un 30 y un 40 % respecto al control. Con diferencias altamente 
significativas (p<0.001). 

Eiempio 7. Experimento de crecimiento en larvas de salmenes fealmen salar) per banes 
de inmersion con el p^otido GHRP-6 

Se tomaren tres grupos de larvas de salmenes (salmon salar) y se les aplicaren seis 
banes de inmersion, une cada tres dias de una hora de duraci6n con diferentes 
concentraciones del peptide GHRP-6 a dos de elles y un grupo se tome come control. 
Las concentraciones del peptide utilizadas fueron: 0,01 y 0.1 mg/L, en los grupos I y II 
respectivamente, al grupo control se le die la misma frecuencia de banos de inmersidn 
con BSA a 1 mg/L. 

Come resultade se observd, que en el grupo tratado con la mayor concentracion de 
p6ptido 0.1 mg/L, se incremento en peso del 120-145 %, temando come referencia 100% 
del grupo control y se observ6 un incremento de un 15-26% de incremento en la talla con 
respecto al grupo control. Per etra parte se encontr6 que los animates tratados con 
GHRP-6 presentaban menor contenido de agua en el mOsculo, incremento en los valores 
de las relaciones RNA/DNA. Protefna/DNA, dando idea de la actlvaci6n del metabolismo 
en los musculo de estas larvas. 

Estos resultados son de gran importancia ya que al acelerar el crecimiento de las larvas 
de salmenes en los estadios larvales, provoca una mayor sobrevida en esta fase del 
cultivo le que es vital para aumentar la productividad de esta especie tan importante en el 
comercio de peces en el mundo. 

EiempIo 8. Efectividad del peptide GHRP-6 sobre el ectoparasite "sea lice" Caliaus so. en 
truchas fOncorhvnchus mvkiss). 

Truchas tratadas en sus estadios larvales mediante banes de inmersion dados cada tres 
dias, en un total de 6 banes, con el peptide GHRP-6 a concentraciones de 0.01 mg/L, 0.1 
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mg/L y un grupo control, fueron puestos en jaulas de ceba en una region afectada por el 
ectoparasrto Caligus sp, De cada jaula se muestrearon cinco veces 20 peces a intervalos 
de una semana. Ambos grupos tratados en sus estadios larvales con el peptigo GHRP-6 
redujeron significativamente (p<0.05) la carga de chalimus y Caligus (dos tipos. 
importantes de "sea lice") adultos en relaci6n con el grupo control, no existiendo 
diferencia entre los grupos tratados. 



Lie. Mariela V^quez Castillo 
Agente Oficial, CIGB 




REIVINDICACIONES 

Metodo para la estimulacidn del crecimiento y resistencia a enfermedades en 
organismos acuaticos. 

1. Un metodo para estimular el crecimiento y resistencia a enfermedades en 
organismos acuaticos caracterizado porque se emptea el peptide GHRP-6 de secuencia: 
His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NHa. 

2. Un metodo para estimular el crecimiento y resistencia a enfermedades en 
organismos acuaticos segOn la reivindicaci6n 1, caracterizado porque el peptide GHRP~6 
es afiadido en formulaciones de pienso para la alimentacion de estas especies a una 
concentracion entre 0.01 - 50 jig de p6ptido por gramo de peso hOmedo del animal. 

3. Un metodo para estimular el crecimiento y resistencia a enfermedades en 
organismos acuaticos segCin la reivindicacidn 1, caracterizado porque el peptide GHRP-6 
es suministrado en inyecciones peri6dicas con intervales entre 1 y 7 dias, a una 
concentraci6n entre 0.05 - 10 jig de peptide por gramo de peso humedo del animal. 

4. Un metodo para estimular el crecimiento y resistencia a enfermedades en 
organismos acuaticos segOn la reivindicacion 1, caracterizado porque se emplea el 
peptide en baflos de lnmersI6n a concentraciones entre 10 - 500 \ig de peptide por litre, 
con intervales entre 1 y 7 dfas, en agua dulce o salada. 

5. Un metodo para estimular el crecimiento y resistencia a enfermedades en 
organismos acuaticos segOn la reivindicacion 1, caracterizado porque se emplea el 
peptido encapsulado por via oral a una concentraci6n entre 0.05 - 10 |xg de peptide por 
gramo de peso liumedo del animal con intervalos entre 1 y 7 dfas. 

6. Un metodo segun las reivindicaciones de la 1 a la 5 caracterizado porque se emplea 
en la tilapia Oreochromis sp, 

7. Un metodo segun las reivindicaciones de la 1 a la 5 caracterizado porque se emplea 
en Salmon sp. 

8. Un mdtodo segdn la reivlndicaci6n 8 caracterizado porque se emplea en camarones 
de las especies LItopenaeus schmitti y Utopenaeus vanamei 

9. Un metodo segOn las reivindicaciones de la 1 a la 5 caracterizado porque se emplea 
en Penaeus sp, 

10. Un mdtodo segOn las reivindicaciones de la 1 a la 9 caracterizado porque se emplea 
en el tratamiento preventive y terapeutico de infecciones parasitarias y otras 
enfermedades. 
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11. Un m6todo segun la reivindicaci6n 10 caracterizado porque se emplea en el 
tratamiento preventive y terapeutico de infecciones parasitarias causadas por Trichodina 
sp, y Helmintos monogeneos. 

12. Un m6todo segCiin la reivindicaci6n 12 caracterizado porque se emplea en el 
tratamiento preventive y terapeutico de infecciones parasitarias causadas por sealice. 

13. Un m6todo segOn la reivindicacion 10 caracterizado porque se emplea en el 
tratamiento preventive y terap6utico de infecciones parasitarias causadas por 
ectoparasites. 

14. Una formulaclbn veterinaria para estimular el crecimiente y la resistencia a 
enfermedades en peces y crustScees caracterizada porque comprende el peptide GHRP- 
6 de secuencia: His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys -NH2. 

15. Una formulacion segiin la reivindicacl6n 27 caracterizada porque puede emplearse 
en forma inyectable. oral o por inmersion. 



Lie. Mariela Vazquez CastilloKi^ --^^^^ O 
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Figura 1 
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Figura 2 
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Tratamiento intraperitoneal 
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Figura 3 
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Figura 4 



180 -r 



155 - 



□ SemanaO 

□ Semana 3 
Ag/dia 



3 

g 130 + 
a> 

Q- 



105 -- 



80 



PBS 




1 .ss 

CO 



-- 0.8 



8 



o 

0.6 2. 

CO 
(D 

0.4 ■§ 
0) 

0.2 •§ 
O 



GHRP-6 




5/8 



Figura 5 
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Figura 6 
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Figura 7 
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Figura 8 
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